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activation of PI3K 
     （Stanniocalcin-1 は PI3K の活性化を介して、ヒト乳癌細胞株の転移能を促進
する） 
 
研究目的 
Stanniocalcin は、Ca の取り込みを抑制し高 Ca 血症を防ぐ糖タンパクとして、
ベニザケで同定された。ヒトでも、ベニザケのそれと 73%の相同性を持つ
Stanniocalcin-1（STC-1）の遺伝子が様々な組織で発現している。また、癌組織
において STC-1 の免疫染色を行うと、正常組織と比べ STC-1 が高発現してお
り、発現の有無と患者の予後との間に密接な関係があることも、報告されてい
る。しかし、STC-1 が癌の予後規定因子である転移能に関与するか否かについ
ては、未だ明らかにされていない。さらに、STC-1は分泌蛋白であるが受容体は
同定されておらず、作用機序に関しても不明な点が少なくない。そこで、今回
我々は、乳癌細胞株に全長（分泌型）と非分泌型 STC-1遺伝子を導入し、予後
規定因子である転移能に及ぼす影響およびその作用機序を解析した。 
 
研究方法  
1) 対象とした細胞株 
ヒト乳癌細胞株 MDA-MB-231を用いた。 
2) STC-1遺伝子導入細胞の作製法 
MDA-MB-231 に、全長（分泌型）あるいはシグナルペプタイドを除いた非分泌
型 STC-1遺伝子を組み込んだ pcDNA3.1/V5-His Cベクターを、リポフェクショ
ン法でそれぞれ導入し、MB231-S および MB231-NS 細胞を作製した。比較対
照には、ベクターのみを導入した MB231-M細胞を用いた。 
3) STC-1発現の評価法 
 STC-1 mRNAと蛋白の発現は、それぞれ Real-time PCR法およびウエスタンブ
ロット法で調べた。 
4) 浸潤能の解析法 
マトリゲルでコートした Transwell chamber (ポアサイズ 8 m) の上段に 1×105 
個の細胞を播種し、24時間後にマトリゲルに潜り込んだ細胞数を測定した。運
動能、増殖能、接着能および基質分解能は、既報に従い検討した。 
5) 培養上清液の回収法 
細胞を 10％FBS添加 mediumで 5×106個/15mlに調整し、75㎝ 2カルチャー
フラスコ内で 12時間培養後、FBS未添加 mediumで 1度洗浄した。FBS未添
加 mediumに交換後 48 時間培養を行い、上清を Amicon 10Kで 160μlに約
60倍濃縮した。 
6) In vivoにおける転移能の検討法 
1×105個の細胞を 6 週齢 NOD/SCID マウスの尾静脈から移植し、8 週間後に
肺表面転移結節数および肺重量を測定した。 
7) PI3Kおよび MAPK活性化の解析法 
MDA-MB-231 細胞を FBS 未添加 medium で 24 時間培養後、MB231-S、
MB231-NS および MB231-M 細胞の培養上清をそれぞれ添加した。15 分、30
分、45分および 60分後にそれぞれ whole cell lysateを回収し、ウエスタンブロ
ット法を行った。PI3K の活性化は Akt、リン酸化 Akt、PKCζおよびリン酸化
PKCζ量を、MAPK のそれは ERK とリン酸化 ERK 量を、それぞれ調べ評価し
た。 
  
研究成績 
1) STC-1の転移能に及ぼす影響を調べるため、MDA-MB-231に全長（分泌
型）STC-1遺伝子の導入を行った。その結果、MB231-S細胞は、対照細胞
（MB231-M）と比較し、mRNAが約12倍、蛋白は約8倍発現が高まっていた。
そこで、両細胞を用いて転移能の重要な規定因子である浸潤能を比較検討
したところ、MB231-S細胞ではMB231-M細胞と比べ、約1.7倍亢進してい
た。 
2) 浸潤能は、運動能、増殖能、接着能や基質分解能などの総和である。そこ
で、浸潤能の亢進がどの因子によるものか調べた。その結果、MB231-S細
胞の運動能のみが、MB231-M細胞のそれに比べ約1.7倍高かった。 
 3) In vitroで確認されたSTC-1による浸潤能（運動能）の亢進を、マウスを用い
た転移実験でも再現出来るか検討した。MB231-M細胞と比べMB231-S細
胞では、肺表面転移結節数が約3.9倍、肺重量は約1.8倍増加していた。 
4) MB231-S細胞と非分泌型STC-1発現細胞（MB231-NS）の運動能を調べたと
ころ、前者でのみ亢進がみられた。さらに、各細胞の培養上清を親細胞であ
るMDA-MB-231に添加し、運動能に及ぼす影響を比較検討した。その結
果、MB231-S細胞の培養上清添加時にのみ約1.9倍の亢進がみられた。 
5) 各細胞の培養上清をMDA-MB-231細胞に添加し、PI3KとMAPKの活性化
に及ぼす影響を解析した。MB231-S細胞の培養上清を添加すると、
MB231-NSやMB231-M細胞と比べ、15分後からAktのリン酸化が高まってい
た。一方、ERKやPKCζに関してはいずれの培養上清を添加しても、リン酸
化亢進はみられなかった。 
 
考察                                   
本研究では、ヒト乳癌細胞株のMDA-MB-231を用い、全長（分泌型）STC-1
発現細胞（MB231-S）を作製し、STC-1が転移能に及ぼす影響を検討した。  
MB231-S細胞の浸潤能は、対照細胞（MB231-M）と比べ約1.7倍亢進してい
た。浸潤能は、細胞増殖能、運動能、接着能や基質分解能の総和であるが、
MB231-S細胞では運動能のみが高まっていた。さらに、両細胞をマウス尾静脈
から投与したin vivo実験でも、MB231-S細胞の肺表面転移結節数はMB231-M
細胞と比較し約3.9倍多かった。これらの結果から、STC-1は運動能の亢進を介
し転移能を高めていることが、明らかになった。 
STC-1による運動能亢進が、細胞内、細胞外あるいは両者のうち、どのシグ
ナル伝達で起こっているのか調べるため、非分泌型 STC-1発現細胞
（MB231-NS）を作製し解析した。その結果、MB231-S細胞でのみ運動能の亢
進がみられた。さらに、各細胞の培養上清を親細胞であるMDA-MB-231に添
加すると、MB231-S細胞のそれのみが運動能を高めた。すなわち、STC-1は細
胞外からのシグナル伝達を介し、運動能を亢進させることが証明された。 
次に、STC-1がMDA-MB-231細胞の運動能を亢進させる機序について検討
した。STC-1はカルシウム調節蛋白であるため、まず、MB231-S細胞と
MB231-M細胞の細胞内カルシウム濃度を調べたが、差異はなかった。一方、
増殖因子や走化性因子などの刺激で運動能が亢進する機序として、PI3Kや
 MAPKの活性化が知られている。そこで、MB231-S、MB231-NSやMB231-M細
胞の培養上清を親細胞であるMDA-MB-231に添加し、Akt、PKCζおよびERK
のリン酸化量の変化を解析した。その結果、STC-1を含むMB231-S細胞の培養
上清を添加した際に、MB231-NSやMB231-M細胞のそれと比べ、Aktのリン酸
化が亢進することが明らかとなった。 
 
結論 
STC-1は運動能の亢進を介して浸潤能を高め、癌の予後規定因子である転移能 
獲得に重要な役割を担っていた。また、その機序として、STC-1刺激によるPI3K/ 
Aktの活性化が示唆された。 
 
